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Resumo 
Actualmente a Listeria monocytogenes tem vindo a ser considerada um importante 
agente patogénico de origem alimentar, devido ao aumento do número de casos de 
listeriose, que afecta gravemente mulheres grávidas, fetos, recém-nascidos e pessoas 
imuno-deprimidas. 
Neste trabalho pretendeu-se avaliar qual a ocorrência de L. monocytogenes em moluscos 
bivalves vivos comercializados em Portugal e qual o seu crescimento a diferentes 
temperaturas de refrigeração. 
Foi analisado um total de 102 amostras de moluscos bivalves vivos, recolhidos ao nível 
de retalho em Portugal. Todas as amostras testadas foram negativas para Listeria 
monocytogenes. No entanto, em 3,9 % das amostras (uma amêijoa, um berbigão, um 
lingueirão e uma conquilha) foi detectada a presença de Listeria sp.. Os resultados 
revelaram que as amostras apresentavam níveis baixos de contaminação (inferiores a 1 x 
10 ufc/g). 
Foram também analisadas amostras de amêijoa-macha artificialmente contaminadas 
com Listeria monocytogenes para a avaliação do crescimento desta bactéria quando 
armazenada em refrigerado (a 4 ºC e a 9 ºC). Constatou-se que a 4 ºC havia uma 
diminuição no valor de L. monocytogenes durante o período do ensaio, registando-se 
uma diferença de 0,6 Log10 ufc/g entre o início e o final da armazenagem, o que sugere 
que este agente patogénico pode perder viabilidade em condições de armazenagem a 
4 ºC durante 5 dias. A 9 ºC observou-se uma ligeira diminuição no valor de L. 
monocytogenes durante o período do ensaio, registando-se uma diferença de 
aproximadamente 0,3 Log10 ufc/g entre o início e o final da armazenagem. Esta, 
diferença não deve ser considerada como significativa, pois pode dever-se à 
variabilidade do método. Não obstante, estes dados sugerem que este agente patogénico 
pode sobreviver durante 5 dias em condições de armazenagem a 9 ºC e apresentar teores 
próximos de 10
2
 ufc/g, que são considerados como potencialmente perigosos para 
consumidores pertencentes a grupos de risco. 
 
Palavras-chave: Listeria monocytogenes, bivalves vivos, armazenagem em 
refrigerado, saúde pública. 
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Abstract 
 
Currently, Listeria monocytogenes has been considered an important food-borne 
pathogen, due to the increased number of cases of listeriosis, which seriously affects 
pregnant women, fetuses, newborns and immuno-depressed people. 
The objective of this study was to evaluate the occurence of L. monocytogenes in live 
bivalve molluscs marketed in Portugal, as well as their growth at different cooling 
temperatures. 
 
A total of 102 samples of live bivalve molluscs collected at the retail level in Portugal 
were analyzed. All tested samples were negative for Listeria monocytogenes. However 
the presence of Listeria sp. Was detected in 3.9% of the samples (one clam, one cockle, 
one razor shell and one wedge shell). The results revealed that the samples presented 
low levels of contamination (below 1 x 10 cfu / g). 
 
Samples of pullet carpet shell artificially contaminated with Listeria monocytogenes 
were also analyzed for the assessment of these bacteria growth under refrigeration  
storage (at 4 °C and 9 °C). A decrease in the value of L. monocytogenes was found 
during the test period at 4 °C, with a difference of 0.6 log10 cfu/g between the beginning 
and end of storage, which suggests that this pathogen may lose viability under storage at 
4 °C for 5 days. During storage at 9 °C, a slight decrease in the value of L. 
monocytogenes was detected during the test period, with a difference of approximately 
0.3 log10 cfu/g between the beginning and end of storage. This difference should not be 
considered significant, as could be due to the variability of the method. Nevertheless, 
these data suggest that this pathogen can survive for 5 days under storage at 9 °C and 
present levels near 10
2
 cfu/g, which are considered potentially dangerous to consumers 
belonging to risk groups. 
 
Key-words: Listeria monocytogenes, live bivalves, refrigerates storage, public health. 
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Introdução 
 
Desde há muito que a Listeria monocytogenes tem sido considerada um agente 
patogénico de origem alimentar. No entanto, só mais recentemente é que ela tem 
adquirido maior destaque devido ao aumento dramático da sua incidência nos produtos 
alimentares e no número de casos de listeriose. De facto, esta bactéria encontra-se 
amplamente distribuída no meio ambiente, tendo sido isolada de várias origens, 
incluindo o solo, a vegetação, material fecal, esgotos, água, animais e produtos 
alimentares, como o peixe, produtos da pesca e seus derivados, estando a sua 
acessibilidade relativamente facilitada. A listeriose é uma infecção que se inicia nos 
intestinos e o seu período de incubação pode variar entre um dia e várias semanas, 
afectando principalmente fetos, mulheres grávidas, recém-nascidos e pessoas imuno-
deprimidas, podendo ser letal. Por essa razão, a L. monocytogenes é agora vista como 
um agente patogénico de grande preocupação, no entanto o números de estudos 
efectuados sobre esta bactéria parecem ser ainda insuficientes, atendendo ao número de 
casos cada vez mais elevado. 
 
Apesar de já existirem alguns estudos sobre a ocorrência de Listeria monocytogenes nos 
produtos da pesca, em Portugal a incidência dos estudos existentes debruça-se mais em 
queijos [1, 2]. Deste modo, torna-se pertinente o estudo da ocorrência de L. 
monocytogenes em moluscos bivalves vivos e a avaliação do seu crescimento a 
diferentes temperaturas de refrigeração. 
 
O presente trabalho tem como principal objectivo avaliar a ocorrência e os teores de 
Listeria monocytogenes em diferentes espécies de moluscos bivalves vivos, 
comercializados em Portugal e também verificar as alterações no seu crescimento em 
bivalves vivos armazenados a diferentes temperaturas de refrigeração. 
 
Para além da presente ―Introdução‖ e das ―Conclusão‖ e ―Perspectivas Futuras‖, este 
trabalho está dividido em três capítulos, a seguir indicados. 
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No capítulo 1, faz-se uma revisão bibliográfica sobre a importância dos bivalves e os 
hábitos de consumo, abordam-se os principais pontos da segurança no consumo de 
bivalves, nomeadamente no que se refere aos principais indicadores de contaminação, 
classificação das zonas de produção de moluscos bivalves e, por fim, uma descrição dos 
agentes patogénicos associados a este grupo alimentar, com particular realce para a 
Listeria monocytogenes e respectivos critérios microbiológicos. 
 
No capítulo 2 expõem-se as metodologias utilizadas para a contagem e pesquisa de 
Listeria monocytogenes nas amostras de bivalves e para o armazenamento das amêijoas 
às diferentes temperaturas de refrigeração. 
 
No capítulo 3 descrevem-se e discutem-se os resultados obtidos para os teores de 
Listeria sp. e o grau de crescimento da Listeria monocytogenes no armazenamento em 
refrigerado. 
 
Por fim, na "Conclusão" e nas ―Perspectivas Futuras‖, apresentam-se as principais 
conclusões do trabalho e algumas sugestões de temas a desenvolver em estudos 
posteriores. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
Relevância dos Bivalves e hábitos de consumo 
 
Nos últimos anos, tem-se verificado uma mudança de hábitos nas sociedades modernas, 
nomeadamente no que respeita à alimentação. Esta tem adquirido novas formas de 
modo a corresponder aos padrões de exigência dos consumidores. Se por um lado eles 
se tornaram mais ocupados e com menos tempo para a alimentação, por outro a ideia de 
―mente sã em corpo são‖ está cada vez mais na moda. De facto uma das manifestações 
desta mudança é o aumento do consumo de alimentos prontos a comer, também 
designados por alimentos RTE (do inglês ―Ready-To-Eat‖), tais como saladas contendo 
vegetais e outros ingredientes tais como carne ou peixes e outros produtos da pesca, 
muitas vezes consumidos crus ou mal cozinhados. Outra dessas alterações é o aumento 
do nível de exigência pelos produtos consumidos, nomeadamente na preferência por 
alimentos menos processados ou naturais, com a ideia subjacente de que serão mais 
saudáveis. Assim, um dos grupos alimentares mais apreciados e que correspondem aos 
critérios actualmente exigidos são os produtos da pesca e de um modo particular os 
moluscos bivalves. É notório que por razões de ordem dietética, tradicional ou pela sua 
fácil disponibilidade, o consumo de bivalves tem vindo a aumentar grandemente a nível 
mundial [3 in 4, 5]. 
A década de 1991 a 2000 trouxe um aumento para o dobro na produção de moluscos 
bivalves: se em 1991 o seu rendimento foi de 6,3 milhões de toneladas, no ano 2000 
esse valor passou para 14,3 milhões de toneladas. Esse aumento foi ainda mais 
significativo devido à expansão da aquacultura, que teve o seu ―boom‖ precisamente 
nesta altura. No entanto, no período seguinte, principalmente até 2005, esse crescimento 
abrandou, atingindo 15,7 milhões de toneladas nesse mesmo ano [6, 7, 8]. 
 
De facto, como um componente alimentar, os bivalves são caracteristicamente tenros, 
de fácil digestão, não contêm aditivos e são, em geral, minimamente processados, o que 
os torna um alimento que preenche totalmente as exigências dos consumidores. Estes 
animais têm também um conteúdo de proteína animal de alta qualidade, semelhante à do 
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leite e dos ovos, tornando-os um alimento nutritivo e um componente importante da 
dieta humana a nível mundial [5, 9]. 
Os hábitos alimentares da população portuguesa não são muito diferentes dos praticados 
nos países do sul da Europa, comummente conhecidos como mediterrânicos. Para além 
dos alimentos ocidentais comuns uma variedade significativa de produtos de carne, 
produzidos localmente, são consumidos queijos de cabra e ovelha tradicionais, sendo os 
produtos da pesca uma grande parte da dieta portuguesa. Em Portugal, os bivalves são 
muito apreciados, principalmente no Verão, sendo utilizados em variadíssimas 
preparações culinárias, algumas bem enraizadas na gastronomia nacional. Os moluscos 
bivalves são também um importante recurso na indústria da pesca nacional quer pela 
produção quer pelo número de pessoas que dependem da apanha e da comercialização. 
No entanto, não é possível estabelecer um valor regular para a produção de bivalves em 
Portugal já que por vezes a pesca é interditada em determinados períodos como medida 
de gestão, quando se verifica a sobrepesca de alguma espécie, de segurança, quando se 
verifica a presença de elevadas quantidades de algas produtoras de biotoxinas nas zonas 
de produção, ou quando ocorrem índices variáveis de mortalidade, devido ao maneio 
nos viveiros, utilização de semente inadequada e/ou alterações na qualidade da água. 
Em Portugal são comercializadas 16 espécies de bivalves vivos, provenientes de várias 
zonas de produção: amêijoa-boa (Ruditapes decussatus), amêijoa-branca (Spisula 
solida), amêijoa-cão (Venerupis aureus), amêijoa-macha (Venerupis pullastra), 
amêijoa-vermelha (Venerupis rhomboides), ameijola (Callista chione), berbigão 
(Cerastoderma edule), conquilha (Donax spp.), lambujinha (Scrobicularia chione), 
longueirão ou lingueirão (Ensis spp.), mexilhão (Mytilus spp.), navalha (Pharus 
legumen), ostra (Crassostrea spp.), ostra plana (Ostrea edulis), pé-de-burrinho (Venus 
striatula) e pé-de-burro (Venus verrucosa) [7, 10, 11]. 
 
Os moluscos bivalves são animais invertebrados de corpo mole protegidos por um 
exoesqueleto, constituído por uma concha de duas valvas, que se articulam por uma 
charneira, unidas pelos músculos aductores. O corpo é formado essencialmente por um 
pé e uma série de lâminas branquiais, podendo ter, ou não, um par de sifões. O seu 
modo de alimentação e respiração é efectuado através da filtração de grandes 
quantidades de água, que entram na cavidade paleal e banha as brânquias, nas quais 
ficam concentrados o fitoplâncton, outros microrganismos, toxinas e as partículas 
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orgânicas que se encontram em suspensão. Nas espécies que vivem enterradas no 
sedimento a entrada e saída da corrente de água é feita através de dois de sifões (um 
inalante e outro exalante) uma vez que têm as margens do manto unidas. Os bivalves 
são espécies aquáticas e vivem tanto em água doce como em água salgada, sendo as 
espécies marinhas as mais abundantes. Têm uma distribuição mundial podendo ser 
encontrados a diferentes profundidades, uma vez que algumas espécies vivem livres e 
outras enterradas na areia ou fixas em alguns substratos. Essa distribuição é influenciada 
por factores ambientais (abióticos), tais como temperatura, luz, salinidade, quantidade 
de oxigénio dissolvido na água, natureza do fundo e movimento das águas, que 
influenciam os processos biológicos e a sua actividade, e/ou por factores de natureza 
biológica (bióticos), tais como disponibilidade de alimentos, animais competidores, 
predadores e parasitas ou causadores de enfermidades. Por exemplo, a temperaturas 
mais altas o animal introduz maior quantidade de água na cavidade paleal, come mais e 
consome mais oxigénio. Os moluscos bivalves podem ser capturados todo o ano, no 
entanto, apresentam uma condição física óptima no Outono e no Inverno, que piora 
durante e após a desova em Março e Abril, sendo as espécies consumidas pelo Homem 
colhidas desde as zonas intermarés até poucos metros de profundidade [7, 12]. 
 
 
Segurança no consumo de bivalves 
 
Factores como o seu habitat, a sua morfologia funcional e o facto de serem espécies 
filtradoras, tornam os moluscos bivalves um espelho ou indicador do meio envolvente, 
permitindo, através da análise dos diversos departamentos orgânicos de um bivalve, 
obter valores indicadores do grau e do tipo de contaminação (química e biológica) 
existente tanto na coluna de água como no sedimento. De facto, devido à sua acção de 
bioacumulação, capacidade de concentrarem no seu organismo elementos existentes no 
seu meio envolvente, tais como metais pesados e/ou compostos orgânicos, a níveis 
muito variados, os bivalves tornam-se importantes aliados como indicadores dos níveis 
de poluição do ecossistema em que se encontram. Essa bioacumulação é influenciada 
por factores como a forma, a dimensão e o estado físico do microrganismo, cujas células 
podem ser digeridas pela lisozima gástrica do bivalve, servindo como fonte de alimento, 
ou, se resistirem à sua acção, permanecerem inalteradas no seu interior. Quando 
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libertadas através das fezes ou pseudofezes do bivalve, estas bactérias podem promover 
a ocorrência de recontaminações. A dimensão, o estado fisiológico e a espécie de 
bivalve têm uma acção directa na taxa de acumulação, podendo verificar-se alguma 
variação intraespecífica. Do mesmo modo, a influência de parâmetros ambientais, tais 
como a temperatura, a salinidade, o oxigénio dissolvido e a turbidez, tem consequências 
na acumulação de microrganismos pelos moluscos bivalves uma vez que pode limitar a 
sua actividade filtrante. O controlo higio-sanitário dos moluscos bivalves é, assim, 
desde há muito um importante indicador da qualidade microbiológica e química das 
suas áreas de produção, uma vez que estes animais apresentam taxas de concentração 
microbiológica e química superiores às do meio onde se desenvolvem. Para tal, foram 
implementados diversos programas de monitorização dos principais contaminantes nas 
principais zonas de pesca e cultivo de bivalves, os quais englobam o controlo 
microbiológico, a detecção de fitoplâncton tóxico e a determinação dos níveis de 
biotoxinas marinhas e metais tóxicos [7]. 
 
 
Indicadores 
 
Indicadores de contaminação fecal 
 
Dá-se o nome de indicador bacteriano a bactérias cuja presença e/ou quantidade num só 
lugar revela um problema ambiental em geral. No caso dos moluscos bivalves, os 
indicadores de contaminação fecal são vistos como um indicador de um problema de 
saúde uma vez que a qualidade microbiológica dos moluscos bivalves é directamente 
influenciada pela qualidade da água do seu habitat. Assim, se as áreas de produção de 
moluscos bivalves forem contaminadas por microrganismos patogénicos, fitoplâncton 
tóxico, águas poluídas por produtos agro-químicos ou exposto a focos de contaminação 
provenientes de actividades urbanas, agro-industriais e de lazer, as espécies produzidas 
serão também atingidas por essa contaminação. Geralmente, essas fontes de 
contaminação têm origem antropogénica e/ou animal, podendo ser pontuais ou difusas. 
As fontes de contaminação dependem de factores humanos, que a podem facilitar, e 
naturais, como a topologia dos terrenos, as características hidrográficas e a 
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pluviosidade, a qual adquire extrema importância uma vez que pode provocar um 
aumento substancial dos níveis de contaminação fecal originando a descida de uma a 
duas classes de estatuto sanitário [7, 12]. 
 
As bactérias indicadoras de contaminação fecal, que incluem coliformes totais e fecais e 
enterococos, nomeadamente a Escherichia coli e enterococos, têm sido usadas em 
muitos países como ferramenta na monitorização da qualidade da água e suas espécies 
habitantes e para a previsão da presença de patogénios bacterianos, virais ou 
protozoários. Estes microrganismos têm origem nas fezes de humanos e de outros 
animais de sangue quente e têm comummente um comportamento comensal 
relativamente aos seus hospedeiros. Quando presentes em produtos alimentares, 
nomeadamente produtos da pesca, estas bactérias são indicadoras de contaminação, a 
qual pode ter ocorrido durante o ciclo de vida da espécie alimentar no seu habitat ou 
posteriormente na sua fase de transformação. Neste último caso, quando tal acontece, é 
indicativo de falta de higiene, durante o processamento do alimento ou numa fase 
posterior de preparação ou consumo [12, 13]. 
 
Por vezes os agentes patogénicos aparecem intermitentemente em águas naturais em 
baixas concentrações e a detecção e quantificação de cada bactéria patogénica implica 
um trabalho intensivo e de difícil realização para a maioria dos casos, o que leva a que a 
rotina de análises microbiológicas da água e das espécies que nela habitam sejam 
baseadas na detecção de organismos indicadores, que compartilham os mesmos 
habitats. É, geralmente, aceite que os coliformes fecais, ou em particular a E. coli, 
indicam um risco de contaminação por patogénicos entéricos, como é o caso da 
Salmonella. Contudo, parece não existir uma relação entre a presença de bactérias 
pertencentes aos géneros Listeria ou Vibrio com o grupo dos indicadores fecais, o 
mesmo acontecendo entre o teor de bactérias fecais e a presença de vírus entéricos [7, 
13]. 
 
O indicador fecal ideal deve cumprir todos e cada um dos critérios determinados, tais 
como presença constante nas fezes, incapacidade de se multiplicar fora do tracto 
intestinal, ser pelo menos tão resistente às condições ambientais e de desinfecção quanto 
os patogénicos, ter uma forte associação com os microrganismos patogénicos e permitir 
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uma metodologia laboratorial simples. No entanto, nos últimos anos, tem-se vindo a 
verificar que nenhum dos indicadores bacterianos usados actualmente preenche todos os 
critérios ideais estabelecidos para a qualidade da água. Assim, de modo a tentar 
contornar, pelo menos parcialmente, as dificuldades relacionadas com os indicadores 
fecais convencionais, já se equaciona o uso de indicadores fecais biológicos e químicos 
alternativos, incluindo anaeróbios fecais (género Bacteroides e Bifidobacterium), fagos 
Bacteroides fragilis, colifagos e compostos orgânicos fecais, tais como o coprostanol, 
que apresentam como maior vantagem o facto de a fonte de contaminação fecal e de 
microrganismos patogénicos poder ser identificada utilizando ferramentas moleculares, 
recentemente já tão desenvolvidas. Contudo a ferramenta verdadeiramente ideal na 
análise da qualidade da água será uma combinação entre estes novos indicadores e os 
convencionais [12, (14, 15, 16, 17, 18, 19) in 13].  
 
 
Outros indicadores 
 
Para além do controlo sanitário das águas e das espécies que nelas vivem, 
nomeadamente os moluscos bivalves, no que respeita aos indicadores de contaminação 
fecal, é realizada a monitorização de outros tipos de contaminantes, nomeadamente 
através da detecção de fitoplâncton tóxico e da determinação dos níveis de biotoxinas e 
metais tóxicos. 
 
Fitoplâncton tóxico 
 
Designa-se por plâncton ao conjunto de organismos de dimensões microscópicas que se 
encontram suspensos ou com movimentos natatórios insuficientes para vencer a força 
das correntes dos mares e oceanos que fazem parte do nosso planeta. Nele se incluem o 
fitoplâncton, constituído por organismos de origem vegetal, nomeadamente 
diatomáceas, dinoflagelados, cocolitóforos e outros flagelados que diferem pela sua 
constituição, morfologia e ecologia, e o zooplâncton, formado por organismos de 
origem animal. A maior parte das microalgas que formam o fitoplâncton, tal como as 
plantas terrestres, realiza fotossíntese o que o torna um importante elemento da cadeia 
alimentar, uma vez que a matéria orgânica que produz serve de alimento ao 
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zooplâncton, bivalves, peixes de pequeno porte e também algumas baleias, e é também 
um dos maiores produtores do oxigénio que compõe a nossa atmosfera. No entanto, 
quando existe uma proliferação muito rápida e excessiva, designada por florescimento 
ou bloom, de fitoplâncton pode originar prejuízos económicos nas áreas da pesca, 
aquacultura e turismo. Estes blooms podem ser integrados em três categorias, 
dependendo das espécies de microalgas envolvidas: (i) espécies produtoras de toxinas 
que podem ser introduzidas na cadeia alimentar, provocando perturbações 
gastrointestinais, neurológicas e amnésicas; (ii) espécies não tóxicas que originam 
grandes concentrações de matéria orgânica, com consequências na morte de peixes e 
invertebrados, uma vez que a sua degradação provoca condições de anóxia, e na 
alteração da cor da água do mar; e (iii) espécies não tóxicas que provocam danos nas 
brânquias de peixes e invertebrados. São as espécies produtoras de toxinas, cerca de 40 
das 5000 que compõem o fitoplâncton marinho, o alvo de maior controlo e 
monitorização uma vez que as toxinas por elas produzidas podem provocar a morte de 
alguns animais ou permanecerem acumuladas em espécies de bivalves e peixes 
marinhos, progredindo ao longo da cadeia alimentar [(20, 21) in 7]. 
 
Biotoxinas 
 
Durante várias décadas têm sido registadas na Europa envenenamentos humanos 
associados ao consumo de bivalves contaminados com toxinas de microalgas, sendo os 
primeiros registos de 1901, 1939 e outros. Nas décadas de 1970 e 1980 houve um 
aumento no número de ocorrências de biotoxinas marinhas em vários países da Europa 
devido ao maior desenvolvimento da agricultura e aquacultura, que se deu nessa época. 
Estas biotoxinas podem ser agrupadas de acordo com o tipo de intoxicação que 
provocam no Homem. Assim, as intoxicações podem ser paralisantes (PSP – paralytic 
shellfish poisoning), diarreicas (DSP – diarrhetic shellfish poisoning), por azaspirácidos 
(AZP – azaspiracid poisoning) ou amnésica (ASP – amnesic shellfish poisoning). A 
PSP é causada pela saxitoxina (STX) e seus análogos produzidos por microalgas dos 
géneros Alexandrium ou Gymnodinium catenatum, em regiões temperadas, ou 
Pyrodinium bahamense, em regiões tropicais, caracterizando-se por sintomas do foro 
neurológico como dormência das extremidades, fraqueza muscular e dificuldade 
respiratória, podendo ser fatal devido a paralisia respiratória. A DSP é causada pelo 
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ácido ocadáico (AO) e pelas dinofisistoxinas (DTX) que são produzidos por microalgas 
do género Dinophysis, caracterizando-se por sintomas no tracto gastrointestinal, por 
vezes debilitantes, como dores abdominais, diarreia intensa e vómitos, podendo em 
casos extremos necessitar de hospitalização por desidratação, mas nunca é fatal. A ASP 
é causada pelo ácido domóico caracterizando-se por um quadro clínico gastrointestinal, 
quando a intoxicação é ligeira, ou por um quadro neurológico, quando a intoxicação é 
grave. A AZP é causada pelos azaspirácidos e caracteriza-se por sintomas 
exclusivamente no tracto gastrointestinal, como dores abdominais, diarreia intensa e 
vómitos. Em geral as toxinas DSP são uma ameaça à segurança do consumidor ao longo 
de todo o ano, enquanto que o risco apresentado por toxinas PSP é intermitente. Por 
essa razão, e porque nessa altura eram as duas biotoxinas conhecidas em águas 
temperadas, Portugal apresentou um programa de monitorização para o fitoplâncton 
tóxico e toxinas PSP em 1986 e de toxinas DSP em 1987, sendo que estas últimas 
continuam a ser as mais abundantes no nosso território. Só mais tarde é que esse 
programa de monitorização foi alargado aos outros dois tipos de intoxicação [7, 12, 
114]. 
 
 
Metais tóxicos 
 
Durante os últimos anos tem sido dada especial atenção à presença de metais pesados 
nas zonas costeiras, onde estes são depositados por um grande número de poluentes 
derivados de resíduos industriais e domésticos, principalmente nas grandes zonas 
urbanas. Ao contrário dos poluentes orgânicos, os metais pesados não se podem 
degradar biológica ou quimicamente na natureza o que, devido à sua estabilidade, 
permite que sejam transferidos para distâncias consideráveis. Tal facto, juntamente com 
a bioacumulação efectuada pelos organismos aquáticos e ao longo da cadeia alimentar, 
faz com que representem uma séria ameaça para a saúde humana, através da via 
alimentar. Tal como vários animais marinhos, os bivalves são também bioacumuladores 
de metais pesados, podendo as concentrações acumuladas divergir ligeiramente 
interespecificamente. Actualmente, a regulamentação da União Europeia inclui três 
metais considerados perigosos para o consumo humano: chumbo, cádmio e mercúrio. 
Estes metais podem ser encontrados em diversas utilizações e produtos, alguns deles 
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com os quais lidamos diariamente. De facto, o chumbo pode ser encontrado numa 
grande variedade de minerais, sendo muito utilizado comercialmente, por exemplo, na 
produção de baterias, pigmentos de tintas, como aditivo na gasolina, em soldaduras e 
produtos metálicos. Já o cádmio normalmente é encontrado em níveis baixos no meio 
ambiente, tendo a sua origem principalmente nas indústrias de combustão de fuel, nos 
fertilizantes, em escórias e esgotos, podendo também ser resultante da incineração de 
lixos municipais sólidos. O mercúrio, por outro lado, pode formar diferentes espécies 
químicas, podendo, por isso, provocar uma maior diversidade de efeitos. De facto, o 
mercúrio pode ser encontrado no seu estado livre ou em compostos orgânicos e 
inorgânicos, divergindo no efeito tóxico de cada um. O metilmercúrio é o composto 
organometálico mais abundante e deriva da conversão do ião Hg
2+
 através da acção de 
microrganimos. Este composto é uma neurotoxina que tem uma forte tendência para ser 
bioamplificada ao longo das cadeias alimentares aquáticas, apesar da sua baixa 
concentração ambiental. Em geral, todos estes metais apresentam toxicidade aguda, 
associada a exposições a níveis muito elevados do metal e bastante rara, ou crónica, 
associada a períodos prolongados de exposição ao metal. Quando a exposição é crónica 
cada um dos metais tem tendência a acumular-se num órgão específico provocando 
manifestações clínicas, mais ou menos graves consoante o nível de intoxicação, 
provocadas por lesões no próprio órgão. Assim, o chumbo tem tendência para provocar 
lesões ao nível do sistema nervoso central, podendo produzir danos irreversíveis no 
cérebro, o cádmio acumula-se normalmente nos rins e no fígado, com possíveis 
consequências também irreversíveis, e o mercúrio, nas suas diversas formas, afecta 
principalmente o cérebro. Inicialmente, em Portugal, a monitorização dos metais 
pesados era efectuada apenas com base nos teores de mercúrio. No entanto, tornou-se 
evidente que a análise de apenas um metal seria insuficiente e, por isso, a partir de 2003 
também o chumbo e o cádmio foram incluídos no programa [23, 24, (25, 26, 27, 28, 29, 
30, 32, 32, 33, 34, 35, 36) in 37, 38]. 
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Classificação das zonas de produção de moluscos bivalves 
 
De modo a garantir a qualidade sanitária das zonas de produção de moluscos bivalves 
foi implementada uma classificação, com base na avaliação das fontes de contaminação 
fecal na vizinhança dessas zonas e na monitorização de microrganismos indicadores 
(Escherichia coli), permitindo obter uma estimativa do risco de contaminação por 
microrganismos patogénicos bacterianos e virais para uma determinada área. Após essa 
avaliação é, então, atribuída uma classificação a cada área de acordo com três categorias 
ou estatutos sanitários (A, B e C), a qual determina a potencial utilização da zona para a 
produção de bivalves e o tipo de tratamento pós-captura a que os bivalves devem ser 
sujeitos de modo a reduzir o risco para níveis considerados aceitáveis. Esta classificação 
tem como base o teor de Escherichia coli/100g de carne e líquido intervalvar [7, 12, 39]. 
Assim, foi implementado um sistema de classificação que todos os anos em Portugal é 
publicado em Diário da República, representado na Tabela 1. 
 
Tabela 1: Sistema de classificação das zonas de produção de moluscos bivalves 
Classe Teor de E. coli/100g Observações 
A Inferior ou igual a 230 _ 
B De 230 a inferior ou igual a 4600 
Em pelo menos 90% das amostras; 
nenhuma amostra pode exceder 
46000 
C De 4600 a inferior ou igual a 46000 _ 
Proibida Superior a 46000 _ 
 
Significado: 
Classe A — Os bivalves podem ser apanhados e comercializados para consumo 
humano directo. 
Classe B — Os bivalves podem ser apanhados e destinados a depuração, transposição 
ou transformação em unidade industrial. 
Classe C — Os bivalves podem ser apanhados e destinados a transposição prolongada 
ou transformação em unidade industrial. 
Proibida — Não é autorizada a apanha de moluscos bivalves. Adaptado de [39]. 
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Agentes Patogénicos 
 
As novas formas de alimentação trazem novos desafios, não apenas para o consumidor 
mas também para as indústrias responsáveis pela sua fabricação ou transformação, 
desafios que podem inclusive colocar em risco a saúde pública. Um dos principais 
problemas inerentes a este tipo de alimentos, mal cozinhados ou crus, é a presença de 
agentes patogénicos [3 in 4]. 
 
 
Bactérias patogénicas 
 
As bactérias patogénicas podem ser agrupadas, de acordo com o tipo de ambiente em 
que vivem, em dois grupos. O primeiro engloba as chamadas bactérias indígenas que 
têm como habitat o meio aquático ou o ambiente em geral, no qual são capazes de se 
multiplicar. Estas bactérias têm muitas vezes a capacidade de se desenvolver a 
temperaturas baixas, o que as torna parte integrante da flora normal dos produtos da 
pesca, em certas áreas. Neste grupo estão contidas, por exemplo, bactérias como a 
Listeria monocytogenes e o Clostridium botulinum, que são espécies mais 
psicrotróficas, e as diversas espécies do género Vibrio, que são espécies mais mesófilas. 
No outro grupo encontram-se as bactérias não indígenas, como por exemplo a 
Salmonella sp. e a Escherichia coli, as quais possuem como reservatório o Homem e/ou 
outros animais. Como tal, estas bactérias são mesófilas e só serão encontradas no meio 
aquático como resultado de poluição/contaminação. No produto final elas só ocorrem 
quando se verifica falta de higiene na manipulação dos produtos da pesca ou por 
contaminação ambiental [12, 40, 41]. 
 
 
Clostridium botulinum 
 
O C. botulinum é um agente patogénico pertencente ao género Clostridium, cujas 
bactérias são Gram positivas e quando em condições ambientais desfavoráveis formam 
esporos. Esta espécie pode ser encontrada no solo, na água e nos sedimentos aquáticos, 
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podendo também ser isolada a partir do conteúdo intestinal de vertebrados (mamíferos, 
peixes,…) e de invertebrados (crustáceos, moluscos, dípteros,…) por onde os seus 
esporos podem passar sem que originem sintomas. O C. botulinum produz uma toxina 
que causa perturbações graves de saúde em humanos e mamíferos, designadas por 
botulismo. Os sintomas mais comuns incluem náuseas e vómitos que podem progredir 
para sintomas neurológicos como diminuição da visão, perda das funções normais da 
boca e garganta, fraqueza ou paralisia total e falha respiratória que é, geralmente, a 
causa de morte. Apesar da sua gravidade, mesmo quando o agente se encontra presente 
em doses muito baixas, o botulismo é relativamente raro. No entanto, no final da década 
de 1990, esta bactéria provocou uma média de 450 surtos de botulismo, representando 
930 casos em todo o mundo [40, 41, (42) in 12]. 
 
Vibrio sp. 
 
O género Vibrio é composto por bactérias Gram negativas, oxidase positivas, anaeróbias 
facultativas e móveis. Em geral o seu crescimento é favorecido pela presença de NaCl, 
embora essa necessidade varie entre as espécies. Os membros deste género ditos 
patogénicos nem sempre o são pois, muitas vezes, a maioria das espécies ambientais 
não têm os factores de colonização necessários para a aderência e penetração, toxinas 
apropriadas ou outros determinantes da virulência indispensáveis para causar doença. 
As espécies mais importantes associadas a doenças humanas relacionadas com o 
consumo de produtos da pesca são o V. parahaemolyticus, o V. cholerae e o V. 
vulnificus [12, 40, 41]. 
O V. parahaemolyticus foi descoberto pela primeira vez no Japão em 1950 associado a 
um caso de intoxicação alimentar. É uma espécie halofílica, com um período de 
incubação que varia de 4 a 96 horas, que pode causar gastroenterites em seres humanos, 
com manifestações clínicas como diarreia, cólicas abdominais, náuseas, vómitos, 
cefaleias e febre. A infecção por este agente patogénico está muito associada ao 
consumo de frutos do mar crus ou mal cozinhados. Parece haver uma sazonalidade 
associada aos meses mais quentes (Maio a Agosto), uma vez que é nesse período que 
ocorrem mais casos [12, 40, 41, (43) in 44]. 
O V. cholerae é o agente da cólera a qual permanece até hoje como uma doença grave 
tanto para indivíduos como para as comunidades. Assim, e na sequência da deterioração 
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das condições sócio-económicas que ocorreram nos últimos anos em muitas partes do 
mundo, o número de pessoas expostas a esta doença aumentou dramaticamente, criando 
as condições para a sua propagação a uma escala maior do planeta. Clinicamente é 
caracterizada por diarreia severa o que a torna um dos mais importantes causadores de 
morbilidade de origem alimentar. Esta bactéria propaga-se sobretudo no meio aquático 
tornando as espécies que nele habitam as principais fontes de contaminação [12, 40, 41, 
45]. 
Quanto ao V. vulnificus as infecções por ele causadas são caracterizadas principalmente 
por septicemias, apresentando, por isso, uma taxa de mortalidade de aproximadamente 
50%. Este efeito é devido ao facto desta bactéria produzir uma hemolisina, que provoca 
a lise dos eritrócitos. Este agente patogénico encontra-se principalmente em estuários 
por todo o mundo, apesar da maioria dos casos relatados tenham ocorrido nos Estados 
Unidos [12, 40, 41]. 
 
Salmonella sp. 
 
As bactérias do género Salmonella  são uma das causas mais frequentes de infecções de 
origem alimentar transmitidas aos seres humanos, principalmente, de produtos de 
origem animal. São bactérias mesófilas pertencentes à família Enterobacteriacea e 
ocorrem em mais de 200 serovariedades, 50 das quais são predominantemente 
associadas a fontes humanas ou animais. Este agente patogénico apresenta um elevado 
grau de resistência a uma grande variedade de factores de stress, o que lhes proporciona 
uma maior capacidade de persistir na mudança de ambientes. No entanto, a persistência 
do organismo fora do hospedeiro não é uniforme entre os diferentes serogrupos. Estas 
bactérias estão distribuídas por todo o mundo, ocorrendo, principalmente, nos intestinos 
do Homem e dos animais e em ambientes poluídos com matéria fecal de origem 
humana ou animal. Os principais sintomas da salmonelose são diarreias não sanguíneas, 
dores abdominais, febre, náuseas e vómitos que ocorrem, geralmente, 12 a 36 horas 
após a ingestão. A dose infecciosa em pessoas saudáveis varia de acordo com as 
serovariedades, o tipo de produto alimentar e a susceptibilidade dos indivíduos [40, 46, 
(47, 48, 49, 50, 51, 52, 53) in 54]. 
 
 
16 
 
O caso particular da Listeria monocytogenes 
 
Desde o início dos anos 80 que a Listeria monocytogenes tem sido reconhecida como 
um importante agente patogénico de origem alimentar. No entanto, já há mais de 70 
anos que era considerada um agente patogénico animal, sem que lhe tivesse sido 
atribuída a devida importância, nem tomadas as medidas adequadas ao seu controlo. 
Devido ao aumento dramático da sua incidência nos alimentos nos últimos anos, 
relacionada com os surtos de listeriose, a L. monocytogenes é agora considerada um 
agente patogénico de maior preocupação [55, 56]. 
A bactéria Listeria monocytogenes e a doença listeriose foram reconhecidas pela 
primeira vez em animais de laboratório em Cambridge em 1924. Mais tarde tornou-se 
aparente que a doença também afecta humanos, e o aumento durante os anos 80 no 
número de casos humanos em diversos países (principalmente E.U.A. e Europa), 
juntamente com a evidência da transmissão de origem alimentar desta doença renovou o 
interesse neste assunto [55, 57]. 
A L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, anaeróbia facultativa, asporogénica, 
acapsular, catalase positiva e oxidase negativa. A habilidade da L. monocytogenes para 
se multiplicar a baixas temperaturas e para se desenvolver em alimentos com 
suplemento de NaCl, condições muitas vezes usadas para inibir a contaminação dos 
alimentos por microrganismos, é uma vantagem adaptativa que favorece o seu 
crescimento, tornando o controlo do seu crescimento em alimentos bastante difícil. Esta 
bactéria pertence ao género Listeria que compreende diversas espécies incluindo a L. 
monocytogenes, a L. innocua, a L. welshimeri, a L. seeligeri, a L.ivanovii e duas novas 
espécies identificadas que foram descobertas em 2009, a L. marthii e a L. rocourtiae. 
No entanto, apesar da L. seeligeri e da L. ivanovii também terem sido implicadas em 
casos de doença, quase todos os casos de listeriose humana são devidos à L. 
monocytogenes [58, 59, 60, 61]. 
Apesar da listeriose estar usualmente associada ao consumo de alimentos contaminados, 
a epidemiologia é complexa. A natureza omnipresente da bactéria e o grande intervalo 
nos períodos de incubação (de 1 até mais de 90 dias) entre o consumo de alimentos 
contaminados e o início da doença tornam as investigações, para identificar veículos de 
transmissão alimentar, bastante problemáticas [62].  
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A incidência de listeriose humana tende a ser baixa (2-15 por milhão). No entanto, ela é 
uma enorme preocupação para a saúde pública devido ao elevado potencial da L. 
monocytogenes para causar grandes surtos, à sua severidade clínica e à elevada taxa de 
mortalidade (mortes/n.º de casos), que pode ultrapassar os 20%, particularmente nas 
mulheres grávidas (muitas vezes de longo termo), recém-nascidos, 
imunocomprometidos e mais idosos, sendo, contudo, bastante rara nas crianças e 
adultos saudáveis [63, 64, 65]. 
 Nos Estados Unidos, estima-se que ocorrem cerca de 2500 casos de listeriose a cada 
ano, resultando em 500 mortes. A incidência de listeriose mostrou um aumento global 
na Europa e na América do Norte durante os anos 80: no entanto, não é claro se este 
aumento foi real ou se foi devido a um melhor conhecimento da doença, melhoramentos 
no diagnóstico ou melhores métodos de detecção e de isolamento do organismo [66, 
67]. 
A listeriose pode-se manifestar através de diversos sintomas, muitas vezes confundidos 
com outros tipos de doenças, que podem ir desde gastroenterites até manifestações mais 
graves como septicemia, infecções no sistema nervoso central e infecções materno-
fetais, uma vez que, durante a gravidez, a infecção se pode alastrar ao feto, provocando 
aborto ou o nascimento de uma criança gravemente doente [62]. 
Apesar do número de casos reportados ter diminuído durante os anos 90, recentemente 
houve um aumento desse número em Inglaterra e País de Gales e noutros países 
europeus. Este aumento ocorreu predominantemente em pacientes com mais de 60 anos 
com doenças subjacentes graves [68]. 
A L. monocytogenes é uma bactéria que pode ser encontrada em quase todos os tipos de 
ambiente, incluindo temperaturas que variam entre -2 e 50ºC, e apesar de, segundo 
alguns autores, a sua prevalência em ambientes ao ar livre não ser grande, Blackman 
and Frank (1996) demonstraram que a L. monocytogenes é capaz de formar biofilmes 
em contacto com as superfícies de diferentes produtos alimentares. Estes autores 
concluíram que resíduos de comida em superfícies molhadas, em ambientes industriais, 
podem facilitar a formação de biofilmes, levando, potencialmente, à dispersão deste 
agente patogénico por toda a unidade de produção [58, 69, 70, 71, 72, 73, 74]. 
Durante a última década, a Listeria monocytogenes tem sido encontrada numa grande 
variedade de produtos, incluindo lacticínios, frutas e vegetais, carne, aves, peixes e 
18 
 
outros produtos da pesca e, nestes últimos, a sua taxa de contaminação tende a variar de 
0 até mais de 50% [58, 75, 76]. 
A Comissão Europeia (CE) (Comité Científico em Assuntos Veterinários relacionados 
com Saúde Pública (SCVPH)) concluíu que o risco de transmissão de listeriose através 
do consumo de alimentos contendo menos de 100 ufc/g era baixo. Como resultado, a 
Regulação da Comissão Europeia em critérios microbiológicos para os assuntos 
alimentares (Regulação (CE) N.º 2073/2005), em vigor desde Janeiro de 2006, estipulou 
que a L. monocytogenes deve estar abaixo das 100 ufc/g durante o prazo de validade dos 
alimentos prontos a comer, e que os equipamentos e áreas de processamento usado na 
manufactura de alimentos prontos a comer devem também ser monitorizados para a L. 
monocytogenes. No entanto, para alimentos prontos a comer destinados a crianças ou a 
fins medicinais específicos, a L. monocytogenes não deve estar presente (ausente em 
25g) durante todo o seu prazo de validade [77 in 4, 78]. 
Muitas vezes os alimentos implicados em surtos ou casos esporádicos de listeriose 
compreendem géneros alimentícios com um prazo de validade extenso, armazenados a 
temperaturas de refrigeração, capazes de suportar o crescimento de L. monocytogenes e 
prontos-a-consumir (RTE) ou mal cozinhados. Nesta categoria podem-se incluir uma 
vasta gama de produtos da pesca, nomeadamente camarão cozido descascado ou pronto 
a comer, bivalves como ostras cruas, peixe e mexilhão fumado, ou conquilha, berbigão 
e amêijoa muitas vezes mal cozinhados [79, 80]. 
Em Portugal, a listeriose humana é uma doença cuja notificação não é obrigatória, 
sendo os dados disponíveis dispersos e limitados. Num estudo nacional foram 
identificados 35 casos de listeriose para o período entre 1994 e 2003 inclusive, com uma 
taxa de mortalidade superior a 17%. Retrospectivamente, foi estimada uma incidência 
para 2003 de, pelo menos, 1,4 casos por milhão de habitantes. No entanto, de acordo 
com dados publicados pela Organização Mundial de Saúde, não existiram surtos ou 
casos associados a este organismo no período de 1993-1998. Em 2004, foram relatados 
por Portugal 34 casos listeriose humana e um estudo de comunicação voluntária em 
relação aos casos de listeriose humana entre 2004 e 2008 reuniu 67 casos em Portugal, 
sendo 10% infecções maternais/neonatais e 90% de infecções não-maternais/neonatais. 
A incidência estimada de listeriose em Portugal foi inferior à taxa de notificação 
Europeia (0.3/100000 habitantes) e semelhante a países como a Áustria, Estónia, 
Letónia, Eslováquia, Eslovénia e Espanha. Não se encontraram disponíveis informações 
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adicionais sobre listeriose humana em Portugal, sendo necessária a implementação de 
um sistema de vigilância activa de listeriose a nível nacional [11, 81, 82, 83, 84, 85, 
(86) in 11]. 
 
 
Critérios microbiológicos 
 
De modo a assegurar um nível de protecção da saúde pública elevado, foram 
estabelecidas normas que garantam o controlo de microrganismos patogénicos nos 
géneros alimentícios. Para tal, foram implementados limites a partir dos quais os 
alimentos são considerados não satisfatórios, do ponto de vista microbiológico, para o 
consumo, com a aplicação imediata de medidas junto das cadeias de produção, 
distribuição e mercado, de modo a garantir a retirada dos produtos contaminados ou a 
não comercialização dos mesmos. Assim, no que se refere à Listeria monocytogenes, de 
acordo com o Regulamento (CE) n.º 2073/2005, foi elaborado um parecer que 
―recomenda que deve ser fixado como um objectivo a manutenção de uma concentração 
de Listeria monocytogenes nos géneros alimentícios inferior ou igual a 100 ufc/g [87]. 
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METODOLOGIA 
 
Amostragem 
 
I. Bivalves vivos comercializados em Portugal 
 
Foi recolhido, a nível de retalho em Portugal, um total de 102 moluscos bivalves vivos, 
entre Junho de 2010 e Maio de 2011. 
As espécies bivalves testadas compreenderam: ameijola (Callista chione), amêijoa-
macha (Venerupis pullastra), berbigão (Cerastoderme edule), lambujinha 
(Scrobicularia plana), amêijoa-boa (Ruditapes decussatus), mexilhões (Mytilus edulis), 
ostras (Crassostrea angulata), lingueirão (Ensis siliqua), amêijoa-branca (Spisula 
solida) e conquilha (Donax trunculus). A proporção de tipos de bivalves vivos testados 
está detalhada na Figura 1. 
 
 
 
       Figura 1: Tipos de bivalves vivos ensaiados 
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II. Bivalves vivos artificialmente contaminados 
 
Nesta parte do trabalho foi utilizado como material de estudo a amêijoa-macha 
(Venerupis pullastra) capturada no rio Tejo, na zona da Trafaria, através da arte de 
pesca de arrasto (ganchorra). Foi utilizada esta espécie de amêijoa uma vez que é uma 
das espécies mais abundantes na bacia do Tejo, e portanto mais acessível, e também 
porque é uma das espécies mais consumidas no nosso país.  
 
 
Preparação das amostras 
 
I. Bivalves vivos comercializados em Portugal 
 
Os bivalves foram preparados de acordo com a ISO 6887-3 (2003) e testados quanto a 
contagem e pesquisa de Listeria monocytogenes. 
 
 
II. Bivalves vivos artificialmente contaminados 
 
As amêijoas utilizadas como material de estudo foram divididas por dois recipientes 
onde permaneceram durante cerca de 18 horas para estabilização/contaminação do 
material de estudo, e nos quais foi colocada água esterilizada contendo cerca de 2,5 % 
de sal, arejada através do auxílio de uma bomba. Num dos recipientes as amêijoas foram 
contaminadas com Listeria monocytogenes enquanto que a amêijoa do outro recipiente 
foi utilizada como controlo. 
 
Após as 18 horas, as amêijoas foram divididas em porções de aproximadamente 250 g, 
colocadas em sacos de rede devidamente fechados, de modo a minimizar a desidratação 
dos indivíduos. Os sacos foram colocados em recipientes, separando inoculado e não 
inoculado (controlo), e armazenados a duas temperaturas de refrigeração: 4 ºC e 9 ºC. 
Ao longo da armazenagem foram retiradas amostras ao fim de 0, 3, 5 e 7 dias. 
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A preparação das amostras para ensaio microbiológico e respectivas diluições 
efectuaram-se segundo uma adaptação das ISO 6887-1 (1999) e ISO 6887-3 (2003). 
 
As amêijoas foram testadas quanto a contagem e pesquisa de Listeria monocytogenes e 
quanto a contagem de microrganismos viáveis totais, tanto nas amostras controlo como 
nas artificialmente contaminadas (inoculadas). 
 
 
Contagem de Listeria monocytogenes 
 
Técnica 
A técnica efectuou-se segundo uma adaptação da ISO 11290-2 (1998) /Amd 1 (2004) e 
compreendeu os seguintes passos: 
 
Pesagem 
Para tal, pesaram-se 25 g de miolo da amostra para um frasco Schott esterilizado e 
juntaram-se 225 ml de caldo APT (Oxoid Ref.ª CM1049) (suspensão-mãe). 
 
Enriquecimento 
Incubou-se a suspensão-mãe a 22 º C  1 ºC durante 1 h  5 m para recuperação de 
células danificadas. 
 
Inoculação 
Após a incubação inicial da suspensão-mãe, inoculou-se, por técnica de espalhamento à 
superfície, 1 ml e 0,1 ml da cultura, em placas de ALOA (Oxoid Ref.ª CM1084 + 
Suplemento Diferencial Aloa, Oxoid Ref.ª SR0228E + Suplemento Selectivo Aloa, 
Oxoid Ref.ª SR0226E) de 120 e 90 mm de diâmetro, respectivamente, e incubaram-se 
as placas a 37 º C  1 ºC durante 24 h  2 h. 
 
Leitura 
Efectuou-se a leitura das colónias características após 24 h de incubação, enumerando 
as colónias presuntivas de Listeria monocytogenes (colónias verdes com halo) e 
procedeu-se ao isolamento das colónias e confirmação. 
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Despiste de Listeria sp. 
Para despistar a presença de Listeria sp., seleccionaram-se 5 colónias características, 
repicaram-se para meio nutritivo gelosado não selectivo (TSAYE (TSA, Merck Ref.ª 
1.05458.0500 + YE, Merck Ref.ª 1.03753.0500)) e incubaram-se a 37 ºC  1 ºC durante 
24 h  2 h. As colónias características apresentam 1 a 2 mm de diâmetro, convexas, sem 
cor e opacas. Sempre que foi possível obter cultura pura realizou-se o teste da catalase e 
do KOH (para classificação Gram) e teste de mobilidade. 
 
Teste da catalase - Transferiu-se uma colónia isolada para uma lâmina de vidro e 
adicionou-se uma gota de solução de peróxido de hidrogénio. A reacção diz-se positiva 
se ocorrer a formação imediata de bolhas de gás. 
 
Teste KOH- Transferiu-se um colónia isolada para uma lâmina de vidro onde, 
previamente, se colocou uma gota de solução de KOH 3 % e espalhou-se a colónia na 
gota com uma ansa. A reacção diz-se KOH positiva se ocorrer a formação de uma 
substância viscosa (bactérias Gram negativas). A reacção diz-se KOH negativa se não 
ocorrer a formação da substância viscosa (bactérias Gram positivas). Consideraram-se 
como Listeria spp. as colónias que apresentaram resultado para reacção de catalase 
positiva e teste KOH negativo (Gram positiva). 
 
Teste de mobilidade – recolheu-se uma colónia isolada com um fio recto e introduziu-
se o fio num tubo contendo meio de mobilidade solidificado (Mobility Agar (Triptona, 
Merck Ref.ª 1.07213.1000 + Peptona bact., Oxoid Ref.ª LP0037 + Agar bact., Oxoid 
Ref.ª LP0011)), de modo a ficar um risco vertical de bactérias no agar. Os tubos foram 
deixados à temperatura ambiente (~ 20 ºC) durante 24 a 48 h. Caracteristicamente, a 
Listeria monocytogenes migra até ao topo do agar, formando um anel abaixo da 
superfície. 
 
 
Confirmação de Listeria sp. ou Listeria monocytogenes 
 
Para confirmar se é Listeria sp. ou Listeria monocytogenes, cada colónia característica, 
proveniente do meio de cultura gelosado TSAYE, foi inoculada em galeria API Listeria. 
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A leitura e adição de reagentes na galeria fizeram-se segundo as instruções do 
fabricante. 
 
Controlo de resultados 
 
Para comprovar a esterilidade dos meios de cultura líquidos realizou-se um riscado com 
uma ansa de 10 μL em placa de um agar nutritivo (PCA (Merck Ref.ª 1.05463.0500)).  
Sempre que possível acompanharam-se as sementeiras e repicagens dos meios ALOA 
com controlos de esterilidade (uma placa não inoculada de cada meio) e controlos 
positivos e negativos usando estirpes de referência de acordo com a Tabela 2.  
 
Tabela 2: Controlos positivos e negativos do meio de cultura ALOA 
Meio de cultura Controlo positivo Controlo negativo 
ALOA Listeria monocytogenes Listeria inocua 
 
 
Apresentação de resultados 
 
Para a apresentação de resultados foi calculado o número de Listeria sp. ou Listeria 
monocytogenes (a) usando a seguinte fórmula: 
 
Onde: 
b = nº de colónias identificadas como Listeria sp. ou Listeria monocytogenes 
A = nº de colónias seleccionadas para confirmação (pelo menos 5 ou todas as 
existentes)  
C = nº total de colónias nas placas 
Arredonda-se o resultado a um número inteiro. 
 
Os resultados são apresentados em número de unidades formadoras de colónias (N) em 
1 g (N / g), multiplicando pelo factor de diluição correspondente. 
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Pesquisa de Listeria monocytogenes 
 
Técnica 
A técnica efectuou-se segundo uma adaptação da ISO 11290-1 (1996) e compreendeu 
os seguintes passos: 
 
Pesagem e Enriquecimento primário 
 
Utilizou a suspensão-mãe da etapa da contagem, que foi reincubada a 30 º C  1 ºC até 
perfazer 24 h  2 h.  
 
Enriquecimento secundário 
 
Após a incubação inicial da suspensão-mãe, transferiram-se 0,1 ml da cultura para um 
tubo contendo 10 ml de caldo Fraser (Oxoid Ref.ª CM0895 + Suplemento Fraser, Oxoid 
Ref.ª SR0156E) e incubou-se o tubo a 37 º C  1 ºC durante 48 h  2 h. Durante esta 
incubação pode-se desenvolver uma coloração negra. 
 
Isolamento em meio sólido selectivo 
 
Meio selectivo A 
Inoculou-se uma placa, contendo meio de cultura gelosado selectivo ALOA, com 
uma ansa de 10 L a partir dos caldos de enriquecimento primário e secundário. A 
placa foi, posteriormente, incubada a 37 ºC ± 1 ºC durante 24-48 h ± 2 h. 
 
Leitura 
Efectuou-se a primeira leitura após 24 h de incubação e consideraram-se 
características de colónias características de Listeria monocytogenes (colónias 
verdes com halo) e, nesse caso, procedeu-se à confirmação. 
A leitura final foi feita após 48 h. 
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Meio selectivo B 
Inoculou-se uma placa, contendo meio de cultura gelosado selectivo Oxford (Oxoid 
Ref.ª CM0856 + Merck Ref.ª 1.07006.0001), com uma ansa de 10 L a partir dos 
caldos de enriquecimento primário e secundário. A placa foi, posteriormente, 
incubada a 37 ºC ± 1 ºC durante 24-48 h ± 2 h. 
 
Leitura 
Efectuou-se a primeira leitura após 24 h de incubação e consideraram-se 
características de Listeria sp. as colónias pequenas (1 mm de diâmetro) 
acinzentadas com halo negro à volta.  
A leitura final foi feita após 48 h e consideraram-se características de Listeria sp. 
as colónias que se tornaram mais escuras esverdeadas, com diâmetro de 2 mm, 
halo negro à volta e um centro deprimido. 
 
 
Despiste de Listeria sp. 
 
O despiste de Listeria sp. efectuou-se do mesmo modo que para a contagem. 
 
Confirmação de Listeria sp.ou Listeria monocytogenes 
 
A confirmação de presença de Listeria sp. ou Listeria monocytogenes efectuou-se do 
mesmo modo que para a contagem. 
 
Controlo de resultados 
 
Para comprovar a esterilidade dos meios de cultura líquidos realizou-se um riscado com 
uma ansa de 10 μL em placa de um agar nutritivo (PCA), do mesmo modo que para a 
Contagem de Listeria.  
Sempre que possível acompanharam-se as sementeiras e repicagens dos meios ALOA e 
Oxford com controlos de esterilidade (uma placa não inoculada de cada meio) e 
controlos positivos e negativos usando estirpes de referência de acordo com a Tabela 3. 
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Tabela 3: Controlos positivo e negativo dos meios de cultura ALOA e Oxford 
Meio de cultura Controlo positivo Controlo negativo 
ALOA Listeria monocytogenes Listeria inocua 
Oxford 
Listeria monocytogenes 
Listeria inocua 
--- 
 
Apresentação de resultados 
Os resultados foram expressos sob a forma de presença ou ausência de Listeria sp. ou 
Listeria monocytogenes em 25 g ou 25 ml de amostra. 
 
 
Contagem de Microrganismos Viáveis Totais 
 
Preparação da suspensão mãe e diluições 
A preparação da suspensão-mãe e das diluições efectuou-se segundo uma adaptação das 
ISO 6887-1 (1999) e ISO 6887-3 (2003). 
 
Para tal, pesaram-se 10 g da amostra para saco de homogeneizador Stomacher com 
filtro e juntaram-se 225 ml de solução de MRD (Oxoid Ref.ª CM0733) (ou Triptona 
Sal) e homogeneizou-se em Stomacher durante 45 - 60 s à velocidade normal, obtendo-
se assim a suspensão-mãe (10
-1
). De seguida efectuaram-se as diluições decimais 
adicionando 1 ml da suspensão anterior a 9 ml de diluente (MRD ou Triptona Sal). 
 
Sementeira e incubação 
A sementeira efectuou-se semeando 1 ml da suspensão-mãe para uma placa de Petri. 
Para outra placa de Petri transferiu-se 1 ml da diluição seguinte, procedendo-se 
igualmente para as restantes diluições. Seguidamente, adicionou-se o meio de cultura de 
agar nutritivo (PCA) fundido e arrefecido a cerca de 45 ºC, agitou-se cuidadosamente a 
placa de Petri para homogeneizar o inóculo no meio e deixou-se solidificar. As placas 
semeadas foram depois incubadas em estufa a 30 ± 1 ºC durante 72 h. 
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Leitura   
A leitura foi efectuada contando todas as colónias presentes nas placas e foram tidas em 
conta para efeitos de cálculo apenas as placas que continham menos de 300 colónias. 
 
Resultados 
O tratamento de resultados foi feito de acordo com a ISO 7218 (2007).  
 
Para um resultado ser considerado válido foi necessário contar colónias em pelo menos 
uma placa contendo pelo menos 10 colónias. Calculou-se o número de microrganismos 
(N) presentes na amostra em duas diluições sucessivas de acordo com a seguinte 
equação: 
 
Onde: 
∑C = à soma das colónias contadas nas duas placas de diluições sucessivas onde, pelo 
menos numa, exista um mínimo de dez colónias; 
V = ao volume de inóculo em cada placa de Petri , expresso em ml; 
d = à diluição correspondente à primeira diluição contada. 
 
O resultado foi expresso com dois algarismos significativos e foi reportado como ufc/g. 
 
 
pH 
 
Para a medição do pH da amostra, triturou-se o remanescente do miolo de amêijoa e 
mediu-se o pH com o auxílio de um potenciómetro. 
 
 
Mortalidade 
 
Para as devidas análises, foram retiradas amostras apenas enquanto a taxa de 
mortalidade das amêijoas em refrigerado era inferior a 50%. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Ocorrência de Listeria sp. e L. monocytogenes em bivalves vivos 
comercializados em Portugal 
 
Verificou-se que todas as amostras testadas eram negativas para Listeria 
monocytogenes. No entanto, em 3,9 % das amostras (uma amêijoa, um berbigão, um 
lingueirão e uma conquilha) foi detectada a presença de Listeria sp.. Como esse género 
não foi detectado na etapa de enumeração, os resultados demonstram que estas amostras 
apresentavam níveis de contaminação baixos (inferiores a 1 x 10 ufc / g). 
 
A prevalência e os níveis de contaminação de Listeria sp. e L. monocytogenes obtidos 
neste trabalho estão de acordo com as descritas em estudos anteriores realizados em 
Portugal. Por exemplo, Pedro (1996) [93] isolou Listeria spp. e L. monocytogenes em, 
respectivamente, 23% e 20% das 35 amostras de moluscos testadas; Pereira et al. (2001) 
[94] detectaram L. monocytogenes em 13% das 61 amostras de moluscos estudadas; 
Mena et al. (2004) [11] não encontraram qualquer marisco contaminado com este 
agente patogénico, e Pinto et al. (2006) [95] isolaram esta espécie em 4% dos 75 
bivalves vivos, recolhidos ao longo da cadeia de produção e distribuição. 
 
Também noutros estudos realizados na Europa, nomeadamente [96] e [97], foi detectada 
Listeria spp. em 11% das 74 amostras de moluscos e crustáceos e Listeria 
monocytogenes em 7,5% das 40 amostras de moluscos bivalves, respectivamente. 
Noutros dois estudos realizados no Japão, [98] isolaram L. monocytogenes em 3,3% das 
213 amostras de produtos do mar crus e [99] detectaram Listeria spp. em 1,3% das 781 
amostras de peixe e marisco. 
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Efeito de temperaturas de refrigeração no crescimento de L. 
monocytogenes 
 
 
Figura 2: Efeito das temperaturas de conservação no crescimento de L. monocytogenes 
 
 
Todas as amostras controlo foram negativas quanto à presença de Listeria sp. Não 
foram observadas diferenças entre os resultados das amostras controlo e das amostras 
artificialmente contaminadas quanto às contagens de microrganismos viáveis totais. Os 
valores médios detectados para este parâmetro foram de 3,9 Log10 UFC/g, 
correspondendo os teores de Listeria monocytogenes inoculados a cerca de 1/100 da 
flora total. 
 
Quanto ao agente patogénico de estudo, constatou-se (Figura 2) que a uma temperatura 
de armazenagem de 4 ºC havia uma diminuição no valor de L. monocytogenes durante o 
período do ensaio, registando-se uma diferença de 0,6 Log10 ufc/g entre o início e o 
final da armazenagem. Estas observações sugerem que este agente patogénico poderá 
perder viabilidade em condições de armazenagem a 4 ºC durante 5 dias. 
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A 9 ºC observou-se uma ligeira diminuição no valor de L. monocytogenes durante o 
período do ensaio, registando-se uma diferença de aproximadamente 0,3 Log10 ufc/g 
entre o início e o final da armazenagem. Esta diferença não pode ser considerada como 
significativa, pois pode dever-se à variabilidade do método. Não obstante, estes dados 
sugerem que este agente patogénico poderá sobreviver durante 5 dias em condições de 
armazenagem a 9 ºC e apresentar teores próximos de 10
2
 ufc/g, que são considerados 
como potencialmente perigosos para consumidores pertencentes a grupos de risco. 
 
Os dados sobre a sobrevivência de Listeria sp. em moluscos bivalves vivos são 
limitados, dificultando a discussão dos resultados obtidos. Num estudo com ostras 
artificialmente contaminadas e armazenadas a 4 °C, não foi observada a multiplicação 
de Listeria spp. em miolo de ostras, após 21 dias de conservação, enquanto que em 
ostras vivas, foi registada uma diminuição, de cerca de 10 vezes, no teor deste agente, 
para o mesmo período de conservação [100], corroborando as tendências registadas no 
presente trabalho. 
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CONCLUSÃO 
 
Dado que os bivalves têm sido implicados em surtos de listeriose (por exemplo, 
Monfort et al. (1998) [101]), os resultados obtidos sugerem que esses produtos da pesca 
RTE também podem estar contaminados com o agente patogénico L. monocytogenes. 
Assim, esta matriz alimentar pode representar um perigo potencial para a saúde dos 
consumidores, especialmente aqueles pertencentes a grupos de risco. Como tal, deverá 
ser recolhida e investigada mais informação relativa a surtos de listeriose humana em 
Portugal e ao comportamento do género Listeria, nomeadamente da espécie L. 
monocytogenes, em ambientes aquáticos e em bivalves. 
 
Os resultados obtidos demonstram também que, para períodos de armazenamento de 
amêijoa em refrigerado de cerca de 5 dias, será desaconselhável adoptar temperaturas de 
9 ºC em vez de 4 ºC, pois no caso de matéria-prima contaminada com níveis de L. 
monocytogenes próximos de 10
2
 ufc/g, uma temperatura de armazenagem de 9 ºC pode 
permitir uma sobrevivência deste agente patogénico em valores considerados como 
potencialmente perigosos para consumidores pertencentes a grupos de risco. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Ao longo da realização deste trabalho foi possível detectar alguns ajustes que poderão 
ser feitos em futuros estudos e investigações de modo a maximizar a quantidade e 
qualidade dos resultados obtidos. 
 
Assim, uma das alternativas seria a utilização de uma diferente arte de pesca mais 
selectiva e menos provocadora de stress nos animais marinhos para a obtenção da 
matéria-prima, de modo a permitir uma maior viabilidade dos indivíduos amostrados, 
dado que o método de captura de bivalves utilizado para este trabalho (arrasto com 
ganchorra) pode ter implicado a perda da viabilidade de alguns indivíduos e um tempo 
de vida útil mais reduzido. 
 
Por outro lado, a utilização de uma atmosfera enriquecida em oxigénio durante o 
processo de armazenamento também seria uma mais-valia já que, de acordo com [102] 
diminuiria o metabolismo dos bivalves, o que levaria a um aumento do seu tempo de 
vida útil e, portanto, a mais dias de armazenagem. 
 
No que se refere aos produtos recolhidos no retalho, seria benéfico realizar um período 
de amostragem mais prolongado para a obtenção de um espectro de resultados mais 
alargado. 
 
Por fim, também seria uma vantagem a possibilidade de seguir a amostra ao longo do 
circuito de produção e comercialização, desde as zonas de produção, distribuição e 
colocação no mercado, de modo a detectar eventuais contaminações que poderão 
explicar os resultados obtidos. 
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